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論文内容の要旨 
 
【背景・目的】 
 熱中症は，近年の地球規模での気候変動，熱波など異常な気温上昇に伴い死亡率の急激な増加
が懸念される深刻な疾患である．この疾患では，深部体温が 40°C 以上に上昇した際に生じる急
性の組織傷害や多臓器不全が生じる疾患をさす．疫学は，高齢者での男女ともに日常生活で起こ
る非労作性熱中症が多く，重症例も多い．初期の症状はめまい，倦怠感などで十分な休養や適切
な治療を取ることで快方へ向かう．しかし，ある一定の閾値を超え症状が進行すると，筋線維の
崩壊に伴う横紋筋融解症が生じ，その結果，腎不全を来たし，最後には死に至る．また，全身麻
酔など誘発薬剤によって骨格筋の持続的な収縮により，異常な体温上昇を生じる悪性高熱症で
は熱中症と同じく横紋筋融解が進む劇症で，筋小胞体の Ryanodine receptor (RyR) の変異による 
Ca2+ 代謝異常に遺伝的素因がみられている．ヒトをはじめとする後生生物の骨格筋細胞では，筋
小胞体 RyR から Ca2+ を放出して筋原線維の収縮に利用する．また近年，熱中症の重篤化に関
わる遺伝子変異が，RyRの他にミトコンドリアのエネルギー代謝に関わる CPTII の熱不安定型
の多型として見出され，ミトコンドリアの関与も示唆されている．培養細胞などを用いた研究で
は，高温をはじめとするストレスによって，小胞体から IP3 受容体を介した Ca2+ の漏出に加え
て，heat shock protein 応答，unfolded protein応答 (UPR) などが報告されている．しかしながら，
骨格筋細胞において，高温による筋融解の詳細な分子メカニズムは明らかになっていない． 
 モデル生物線虫 Caenorhabditis elegans の体壁筋における興奮収縮連関は，他の後生生物と同
様で全か無かの法則に従い，閾値を超えた場合には RyR/UNC-68 から Ca2+ が放出され筋収縮
機構が活性化される．unc-68欠損変異体においては，運動機能の著しい低下が認められるが，サ
ルコメア構造を含めた筋細胞の構造的欠陥はみられず，成虫までの発生ならびに世代交代も可
能で，筋融解における Ca2+ の役割を研究する上では，この線虫の欠損変異体を用いた実験系が
大変有用であると考えた． 
 そこで本研究では，熱による筋細胞での Ca2+ 漏出からミトコンドリアの変化，融解に至る分
子メカニズムの理解を目指した．また，寿命延伸や酸化ストレス耐性機構を制御する Forkhead 
box O (FoxO) /DAF-16 転写因子が，高温ストレス耐性および筋細胞の維持機構へ関与するか否
かを，DAF-16 の局在変化も含めて調べた． 
 
【結果・考察】 
 線虫の成育至適温度は 16°C〜25°C で，30°C の高温下では運動性が徐々に低下し，野生型雌
雄同体の成虫では 4日後に約 3割強の個体が致死となる．さらに高温 35°Cのヒートショック 2 
h または 3 h 処理では，直後に著しい運動性の低下がみられた．その後 20°C に戻した際に 2 h 
処理では，かなりの個体で回復がみられるが，3 h 処理では一過的な回復はみられるものの４日
後には 7 割の個体で致死となり，残りの個体の運動性もほとんど失われていた．次に，GCaMP 
Ca2+  バイオセンサーを筋細胞で発現させた HBR4 株を用いて，各高温処理における筋細胞で
の Ca2+ 濃度変化を調べた．その結果，30°Cの高温では Ca2+ 濃度が時間経過とともに上昇し，
35°Cではヒートショックに応答して Ca2+ 濃度が一気に上昇した．興味深いことに，2 h 処理で
は 1日後には通常のレベルの Ca2+ 濃度に戻るが，3 h 処理では高いレベルを維持していた．以
上の結果から，高温による運動性の損失には Ca2+ の漏出の継続が深く関連することが確認され
た．筋原線維の観察から，35°C 3 h 処理の 4 日後には筋原線維の崩壊いわゆる筋融解が生じて
いた．一方で，運動性の低下はより早期からみられていたので，筋細胞内のエネルギー生産を担
うミトコンドリアの形態変化を観察した．通常の若い成虫では筋細胞内のミトコンドリアは筋
原線維に沿って管状の形態をとるが，30°Cならびに 35°C 3 h の高温処理では処理直後からミト
コンドリアの断片化が進行し，最終的には球状に膨張し，核も分断化する細胞死が観察された．
一方，35°C 2 h の高温処理では直後の断片化は観察されたが，20°C の常温に戻すことで再び融
合し管状の形態に戻ることが確認された．また，共同研究において Ca2+ イオノフォアの一つ
Ionomycin の添加により，筋細胞内の Ca2+ 濃度を人為的に上昇させると 20°C の常温でもミト
コンドリアの断片化が生じることも確かめられた．さらに，線虫の RyRをコードする unc-68 遺
伝子の欠損変異体や RyR 遮断薬である Dantrolene 処理を施すことで，高温耐性ならびにミト
コンドリアの断片化を抑制することができた． 
 寿命延伸や酸化ストレスへの耐性を付与する DAF-16 転写因子は，高温耐性にも関与するこ
とや短時間の高温ストレスが寿命を延伸することが報告されていたが，そのメカニズムは不明
であった．daf-16 欠損変異体では，30°C の高温下で著しく運動性が低下し，4日後には全ての
個体が致死となった．さらに 35°C のヒートショック 2 h および 3 h 処理から 20°C に戻した
際に，どちらでも運動性の回復はみられず４日後にはほぼ全ての個体が致死となった．一方，
DAF-16 が活性化する daf-2 欠損変異体では，30°C の高温下で著しい運動性の低下はみられ
ず，4日後でも全ての個体が運動性を有していた．さらに 35°C のヒートショック 2 h および 
3 h 処理から 20°C に戻した際に，どちらでも運動性の回復がみられた．このことから，DAF-
16 が高温耐性機構へ関与することが確認された．加えて，DAF-16 による高温耐性に組織特異
性はあるのかを否かを，daf-16 欠損変異体バックグラウンドに組織特異的プロモーターで
DAF-16 を発現させた個体を用い，高温による運動性低下を回復できるかどうか確認した．そ
の結果，筋細胞および腸管で発現する DAF-16 が特に運動性をレスキューすることが示され
た．また，daf-2 欠損変異体では，高温処理による Ca2+ の漏出ならびにミトコンドリアの断片
化が顕著に抑えられ，加えて野生型においてみられた高温による小胞体ストレスも著しく抑制
されていた．UPRを介した小胞体ストレス誘導剤である Tunicamycin を処理した線虫では，小
胞体ストレスは生じるものの筋細胞内での Ca2+ 濃度の上昇はみられず，小胞体ストレスが必ず
しも Ca2+ 漏出を引き起こす訳ではないことも示された．さらに，35 °C 2 h 処理後には通常レ
ベルの内生 ATP 量を維持していたが，35°C 3h 処理後では有意な内生 ATP 量の低下が観察
された．高温耐性を示す daf-2 欠損変異体では高温による ATP 量の低下もみられず，ミトコ
ンドリアの断片化はエネルギー産生を低下させることが強く示唆された．  
 さらに上記の高温耐性機構に加えて，至適飼育温度 20°C では細胞質全体に局在している 
DAF-16 が，高温ストレスを与えることで，筋細胞における核のみならず Z 膜 dense bodyお
よびミトコンドリアへも移行することを見出した．したがって，DAF-16 はアクチンフィラメ
ントの形態維持やミトコンドリア DNA の遺伝子発現を制御に関与し，高温耐性に寄与してい
ることが示唆された．今後は，より詳細な dense body やミトコンドリアへの移行のメカニズ
ムと意義を解析したいと考えている． 
 
 【結論】  
 本研究では，「熱による筋融解のモデル生物学的研究」として線虫を用いることで，熱による
運動性低下および筋融解のメカニズムを解明した．高温ストレスにより筋小胞体膜上の RyR か
ら放出された Ca2+ の細胞質内濃度が増加したことで，ミトコンドリアの断片化が進み機能低下
を来たしたと考えられる．さらに悪循環として ATP の枯渇はカルシウムポンプ P 型 ATPase 
の働きを抑え Ca2+ の蓄積が解消できず，最終的には筋細胞の細胞死，融解へと向かうものと結
論付けられる．また，高温障害が筋細胞に最も生じ易いのは，筋細胞では普段から RyR を介し
た Ca2+ の放出によって筋収縮を行い，他の組織や器官における細胞よりも Ca2+ 代謝が盛んで，
そのことがリスクにつながるものと考察された．ここで得られた知見が今後，ヒトをはじめとす
る後生生物での熱中症予防，改善に繋がる研究に発展することを期待する． 
 
論文審査結果の要旨 
 本論文は、気候変動に伴い近年問題視されている疾患である熱中症に関するモデル生物
学的研究を行った。熱中症は高温多湿の環境下で発症する深刻な疾患であり、症状が軽微な
場合には、めまいや筋痙攣などがみられるが、重症化した場合には筋細胞の崩壊である横紋
筋融解症が生じ命を脅かすが、詳細な機構については明らかになっていない。そこで本論文
において、熱中症の重症時にみられる筋細胞の融解に至る分子メカニズムを明らかにする
目的で、モデル生物線虫 C.elegansを用いた解析を行った。 
 はじめに、一過的な熱ストレス(35°C 2 h または 3 h)後に線虫の運動性が低下すること
を見出した。これらの線虫を再び 20°Cという至適飼育温度に戻した際には、35°C 2 h で
は運動性の回復がみられるが、35°C 3 h では回復することなく運動性の低下がより進行し
４日目には運動性が消失したことから、処理時間の違いで熱ストレスによる障害に違いが
生じることが明らかになった。そこで、熱処理時間の違いによる障害の違いが生じる機構の
詳細を明らかにする目的で、筋細胞の収縮・弛緩を制御する筋細胞内 Ca2+ 濃度の解析を行
った。その結果、35°C 3 h 後には Ca2+ 濃度の恒常性に破綻をきたしていた。また、この破
綻が筋小胞体の Ca2+ チャネルを介した過剰な Ca2+ の漏出に起因することを Ca2+ チャネル
の阻害薬やチャネル欠損変異体を用いた解析から示した。加えて、熱ストレス後の Ca2+ 恒
常性破綻がミトコンドリアに変化をきたし、運動性低下から運動性消失に至るのか明らか
にする目的で、筋細胞ミトコンドリアダイナミクスを可視化するとともに内生 ATP 量を
測定した。その結果、Ca2+ 恒常性の破綻に伴って、筋細胞のミトコンドリアの断片化が進
み、内生 ATP 量も低下したことからミトコンドリア機能不全が進行することが確認され
た。 
 また、DAF-16 転写因子の活性化は、35°C 3 h の高温処理でも筋小胞体からの Ca2+ 漏
出を抑え、その結果、ミトコンドリアの断片化および機能不全を抑制し、高温ストレス耐性
に繋がったものと考察された。ここで得られた新たなモデル生物研究が、今後、ヒトの熱中
症予防、対策に繋がる研究に発展することを期待する。 
 本研究成果は、本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示している。したがって，門間 健太氏提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文
として合格と認める。 
  
